Studium metabolizmu kancerogenního o-anisidinu, jeho metabolitu N-(2-methoxyfenyl) hydroxylaminu a tvorby jejich aduktů s DNA by Naiman, Karel
 UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE 
PŘÍRODOVĚDECKÁ FAKULTA 
KATEDRA BIOCHEMIE 
 
 
 
Studium metabolizmu kancerogenního  
o-anisidinu, jeho metabolitu  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu 
 a  tvorby jejich aduktů s DNA  
 
Autoreferát dizertační práce 
 
RNDr. Karel Naiman 
Školitel: Prof. RNDr. Marie Stiborová, DrSc. 
 
PRAHA  2010 
Úvod  
 
- 2 -
 
ÚVOD 
 
    Aromatické aminy patří mezi toxické a kancerogenní sloučeniny, které 
představují značný rizikový faktor pro člověka (NTP, 1978; IARC, 1982; Garner et 
al., 1984). Aromatické aminy jsou řazeny mezi všudypřítomné polutanty životního 
prostředí a jsou často využívány v průmyslových 
výrobách. Tyto sloučeniny jsou přítomné  
ve výfukových plynech a jsou též adsorbované   
na vzdušné prachové částice  (NTP, 1978; IARC, 
1982). Jejich toxické  a kancerogenní působení 
bylo a je středem vědeckého zájmu, ale stále není 
zcela objasněn komplexní metabolizmus některých 
aromatických aminů spolu s jejich fyziologickým 
působením na lidský organismus. Tento fakt také 
platí pro o-anisidin. Proto je metabolizmus tohoto 
kancerogenu studován v předkládané dizertační práci. 
     2-Methoxyanilin (o-anisidin, obr. 1) je silným kancerogenem, způsobujícím 
nádory močového měchýře u obou pohlaví potkanů F344 a myší B6C3F1 (NTP, 
1978; IARC, 1982). Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (The International 
Agency for Research on Cancer; IARC) zařadila o-anisidin mezi kancerogeny 
skupiny B2, které jsou pravděpodobně kancerogenní pro člověka (IARC, 1982). 
Kromě kancerogenních účinků způsobuje hematologické změny, anemie a je 
nefrotoxický (NTP, 1978; IARC, 1982). o-Anisidin je sloučeninou používanou pro 
výrobu řady naftolových barviv a azobarviv, která jsou využívána jako tiskařská 
barviva (90%), pro barvení papíru (3%) a textilií (7%) (NTP, 1978; Garner et al., 
OCH3
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Obrázek 1: o-anisidin  
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1984). Tento kancerogen je také složkou cigaretového kouře (IARC, 1982; Stabbert 
et al., 2003). Dále byl o-anisidin detekován ve vzorcích vody z Rýna a Labe 
(Reifferscheid a Grummt, 2000), což potvrzuje, že se o-anisidin řadí nejenom  
mezi polutanty průmyslových výrob, ale obecně mezi polutanty životního prostředí. 
Můžeme tedy předpokládat, že jeho účinkům je vystavena celá lidská populace, což 
potvrzuje studie Weisse a Angerera (2003). o-Anisidin byl detekován v moči  
i u jedinců žijících v oblastech s nízkým podílem průmyslové výroby v koncentraci 
0,22 µg/l (median) (Weiss a Angerer, 2003). Dále byly detekovány adukty  
o-anisidinu s hemoglobinem u obyvatel žijících v průmyslových i venkovských 
oblastech (Falter et al., 1994; Branner et al., 1998;  Richter et al., 2001; Kütting et 
al., 2009). Jak hemoglobinové adukty, tak o-anisidin v moči může pocházet 
nejenom z již uvedených zdrojů, ale také ze svého prekurzoru,  
2-methoxynitrobenzenu (2-nitroanisolu). V roce 1993 došlo k úniku značného 
množství směsi obsahující právě tuto sloučeninu z německé firmy AG Hoechst a 
následně byl zasažen celý region (Hauthal, 1993; Falter et al., 1994; Traupe et al., 
1997). 2-Nitroanisol má silné kancerogenní účinky a způsobuje tvorbu 
prekancerogenních lézí v močovém měchýři a v menší míře také ve slezině, játrech 
a ledvinách (NTP 1993). V neposlední řadě je také toxickou sloučeninou 
způsobující anemii (NTP 1993). 
     Nedávno bylo zjištěno, že o-anisidin je aktivován oxidací cytochromy P450  
na sloučeniny modifikující DNA in vitro (Rýdlová et al., 2005; Stiborová et al., 
2005; Naiman et al., 2008a, b, 2010). Bylo také potvrzeno, že o-anisidin tvoří 
adukty s DNA in vivo. Adukty detekované v DNA cílového orgánu (močového 
měchýře) potkanů premedikovaných o-anisidinem jsou totožné s adukty, které 
vznikají aktivací této sloučeniny lidskými enzymy in vitro (Stiborová et al., 2005). 
Adukty o-anisidinu v DNA byly identifikovány jako deoxyguanosinové adukty 
tvořené z metabolitu o-anisidinu, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu (obr. 2; str. 
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4), který je generován oxidací  
o-anisidinu lidskými, králičími i 
potkaními mikrosomy (Rýdlová et al., 
2005; Stiborová et al., 2005; Naiman 
et al., 2008a, 2008b). Totožné adukty  
v DNA byly také detekovány 
v močovém měchýři, ledvinách, 
játrech a slezině potkanů 
premedikovaných 2-nitroanisolem (Stiborová et al., 2004), oxidačním partnerem  
o-anisidinu, a také v DNA inkubované s 2-nitroanisolem s lidskými nebo potkaními 
jaterními cytosolickými enzymy nebo s xanthinoxidasou in vitro (Stiborová et al., 
1998; 2004). Tyto enzymové systémy tvořily N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin 
redukcí 2-nitroanisolu (Mikšanová  et al., 2004). Uvedená fakta naznačují, že 
tvorba N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, reaktivního metabolitu obou 
kancerogenů, je klíčovým procesem pro generaci lézí v DNA cílových orgánů 
(Stiborová et al., 2009). Je tedy zřejmé, že tvorba  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a jeho následná přeměna stejně jako enzymy 
participující na těchto procesech hrají klíčovou roli v kancerogenním působení 
obou sloučenin.  
 
OCH3
NH OH
 
Obrázek 2: N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin 
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CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 
 
     Cílem dizertační práce bylo objasnit aktivační metabolizmus o-anisidinu a jeho 
reaktivního intermediátu, N-(2-methoxypfenyl)hydroxylaminu. Cílem práce bylo 
také poznání mechanismu kancerogenního působení o-anisidinu na molekulární 
úrovni. V rámci dosažení uvedených cílů bylo nutné studovat následující dílčí 
témata: 
 
• Pro určení cytochromů P450 podílejících se na metabolizmu o-anisidinu a  
N-(2-methoxypfenyl)hydroxylaminu jsme použili specifické inhibitory 
jednotlivých cytochromů P450 a jaterní mikrosomy izolované ze zvířat 
premedikovaných specifickými induktory jednotlivých cytochromů P450. 
Dále byla studována oxidace a redukce těchto sloučenin potkaními 
rekombinantními cytochromy P450.  
• Pro určení lidských cytochromů P450 participujících na metabolizmu obou 
sloučenin byly použity lidské rekombinantně exprimované enzymy.  
• Metabolity tvořené z o-anisidinu a N-(2-methoxypfenyl)hydroxylaminu byly 
charakterizovány pomocí hmotnostní spektrometrie a nukleární magnetické 
rezonance. 
• Struktury kovalentních aduktů tvořených v DNA při oxidaci o-anisidinu 
cytochromy P450 byly analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie a 
nukleární magnetické rezonance. 
Cíle dizertační práce  
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• Persistence aduktů v DNA tvořených o-anisidinem in vivo byla studována  
na modelovém organismu potkana.  
     Dalším cílem práce byla částečná charakterizace deoxyguanosinového aduktu 
tvořeného s metabolitem ellipticinu, 13-hydroxyellipticinem.  
 
Výsledky a diskuze 
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VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
    Výsledky získané v průběhu vypracování dizertační práce přispěly k rozšíření 
znalostí o kancerogenním působení o-anisidinu a jeho aktivačním metabolizmu 
vedoucím k tvorbě N-(2-methoxypfenyl)hydroxylaminu. Tato reaktivní sloučenina 
je proximálním kancerogenem, který je tvořen nejenom z o-anisidinu, ale také  
z 2-nitroanisolu. Hlavní závěry plynoucí z výsledků této práce jsou následující:  
 
Metabolizmus o-anisidinu a N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu potkaními a 
lidskými cytochromy P450  
     Výsledky prokazují, že N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin může být 
metabolizován potkaními a králičími mikrosomy. Králičí a potkaní jaterní 
cytochromy P450 katalyzují jak O-demetylaci o-anisidinu na o-aminofenol, tak 
jeho N-hydroxylaci na reaktivní metabolit, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, 
jehož schopnost tvořit deoxyguanosinové adukty v DNA in vitro byla již potvrzena 
v předchozí studii (Stiborová et al., 2005). Data naznačují, že reaktivní  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin tvořený jako metabolit z obou kancerogenů má 
zásadní význam pro tvorbu aduktů v DNA cílových orgánů.  
     Metabolizmus o-anisidinu probíhá jako komplexní oxidačně redukční cyklická 
reakce. Nejdříve je přeměněn na o-aminofenol a N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin 
a dosud neznámý metabolit M1 (Schéma 1; str. 8).  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin je následně přeměněn na nitreniový/karbeniový 
ion nebo/a na produkt jehož hmotnostní spektrum odpovídá tomuto iontu.  
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Schéma 1: Dráhy metabolických přeměn o-anisidinu,  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a o-aminofenolu znázorňující charakterizované 
metabolity a metabolity pravděpodobně tvořící adukty v DNA. Sloučeniny v závorce 
nebyly za experimentálních podmínek detekovány. 
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin je dále přeměňován jaterními cytochromy P450 
nejen na o-aminofenol, ale také na dva metabolity (M1 a M2) a především  
na výchozí o-anisidin.  
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    Výsledky této studie také ukazují, že metabolická přeměna o-aminofenolu 
jaterními mikrosomy nebo peroxidázami nevede k tvorbě kovalentních aduktů 
v DNA. Tato oxidace vede k tvorbě o-chinoniminu (Akazawa et al., 2000; Puiu et 
al., 2008), ale tento metabolit není zřejmě dostatečně reaktivní, aby mohl 
Výsledky a diskuze 
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modifikovat DNA. 2-Aminophenoxazine-3-one je finálním metabolitem oxidace  
o-aminofenolu. o-Aminofenol je také vhodným substrátem pro lidskou 
sulfotransferázu (Riches et al., 2007) a po konjugaci se sulfátem může být 
jednoduše vyloučen z organismu. Všechna tato zjištění naznačují, že o-aminofenol 
a jeho případné metabolické přeměny katalyzované cytochromy P450 a 
peroxidázami se nepodílí na genotoxických procesech způsobených o-anisidinem.  
     Ze získaných výsledků dále plyne, že redukce  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu na o-anisidin není zprostředkována 
NADPH:cytochrom P450 reduktázou, ale je katalyzována jinými enzymy 
přítomnými v jaterních mikrosomech. V práci jsme prokázali, že těmito enzymy 
jsou cytochromy P450. 
     Výsledky prokazují, že o-anisidin je promiskuitním substrátem enzymů 
potkaních a králičích jaterních mikrosomů. V těchto mikrosomech jsou to 
především cytochromy P450 podrodin 1A, 2B, 2E a 3A, které o-anisidin 
metabolizují. Jejich schopnost přeměňovat o-anisidin byla potvrzena využitím 
izolovaných enzymů (cytochromy P450 1A1, 1A2, 2B2, 2B4, 2E1 a 3A6), které 
byly rekonstituovány s NADPH:cytochrom P450 reduktázou. V rekonstituovaném 
systému s jednotlivými izolovanými cytochromy P450 byl cytochrom P450 2E1 
nejefektivnějším enzymem metabolizujícím o-anisidin.   
     V rámci této studie byla rovněž sledována efektivita přeměny  
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu jednotlivými cytochromy P450. Výsledky 
ukazují, že N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin je též promiskuitním substrátem 
potkaních jaterních cytochromů P450, a to především cytochromů P450 1A1, 1A2, 
2B1, 2B2, 2C, 2D, 2E1 a 3A. Cytochrom P450 2E1 je nejefektivnějším enzymem 
metabolizujícím tuto sloučeninu. Role těchto enzymů byla také potvrzena 
rekombinantně exprimovanými potkaními cytochromy P450. Nejefektivnějším 
Výsledky a diskuze 
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enzymy redukujícími N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin na o-anisidin byly 
cytochromy P450 2E1 a 2C11, následované cytochromy P450 2A2, 2D2, 2A2, 
2C12, 2D1, 3A1 a 3A2.  
      o-Anisidin (Stiborová et al., 2005) a N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin jsou 
také vhodnými substráty pro lidský cytochrom P450 2E1 a pro další lidské 
cytochromy P450 (cytochromy P450 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2D6 a 3A4).  
Tyto orthologní lidské a živočišné cytochromy P450 jsou zodpovědné  
za metabolizmus těchto sloučenin. Uvedený závěr může být jedním z kriterií 
naznačujícím, že potkani mohou být vhodným modelovým organizmem  
pro predikci metabolizmu o-anisidinu v lidském organizmu, což je podstatný fakt 
pro hodnocení o-anisidinu jako kancerogenu pro člověka.  
 
Tvorba a perzistence aduktů v DNA tvořených z o-anisidinu a strukturální 
charakterizace majoritního aduktu 
     Majoritní adukt tvořený reakcí 
deoxyguanosinu s N-(2-
methoxyfenyl)hydroxylaminem 
v kyselém pH je stejný jak majoritní 
adukt tvořený v organizmu potkana  
in vivo. Tento majoritní adukt byl 
charakterizován jak hmotnostní 
spektrometrií, tak nukleární 
magnetickou rezonancí a identifikován 
jako N-(deoxyguanosin-8-yl)-2-
methoxyanilin (obr. 3). Další dva 
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Obrázek 3:  Struktura majoritního aduktu,  
N-(deoxyguanosin-8-yl)-2-methoxyanilin 
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minoritní adukty, tvořené reakcí deoxyguanosinu  
s N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminem a detekovatelné metodou 32P-postlabeling, 
byly charakterizovány pomocí hmotnostních analýz. Při hmotnostní spektrometrii, 
všechny adukty poskytovaly molekulový ion s m/z 388,4 (pozitivní ion) a 387,0 
(negativní ion) odpovídající molekulové hmotnosti deoxyguanosinového aduktu 
tvořeného z nitreniového/karbeniového iontu pocházejícího z o-anisidinu.  
Lze předpokládat, že by tyto dva minoritní adukty mohly být N2- a O6-
substituované deoxyguanosinové adukty s tím, že N2-substituovaný adukt bude 
pravděpodobně  více zastoupen (Schéma 2).  
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Schéma 2: Metabolické dráhy aktivace o-anisidinu znázorňující aktivační metabolity a 
adukty v DNA. Charakterizace sloučenin v závorkách naznačuje, že se jedná  
o deoxyguanosinové adukty tvořené z nitreniového/karbeniového iontu pocházejícího  
z o-anisidinu, ale jejich struktury nebyly za experimentálních podmínek jednoznačně 
určeny. 
 
     Výsledky této a předchozích studií (Stiborova et al., 2005) ukazují, že tvorba 
kovalentních aduktů v DNA při metabolických přeměnách o-anisidinu představuje 
mechanismus genotoxického působení kancerogenního o-anisidinu. Největší 
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množství aduktů bylo nalezeno v močovém měchýři, cílovém orgánu 
kancerogenního působení o-anisidinu. Tvorba aduktů v DNA byla detekována také 
v játrech, ledvinách a slezině, ale v řádově menším množství. V DNA močového 
měchýře byly detekovány 4 adukty na 106 nukleotidů.  
     Adukty v DNA nalezené v játrech, ledvinách a slezině nebyly perzistentní. 
Deset týdnů po podání o-anisidinu již nebyly v těchto orgánech žádné adukty 
detekovány. Ve slezině, klesla hladina aduktů v DNA pod detekční limit už  
po 13 dnech po premedikaci o-anisidinem. Naopak v močovém měchýři množství 
aduktů v DNA sice kleslo, ale značný podíl aduktů zůstával perzistentní  
i po 36 týdnech po podání o-anisidinu.  
 
Tvorba a částečná charakterizace aduktu deoxyguanosinu a  
13-hydroxyellipticinu 
     Majoritní adukt v DNA tvořený při metabolických přeměnách protinádorového 
léčiva, elliticinu, in vivo a in vitro je derivátem DNA s 13-hydroxyellipticinem 
vzniklým při metabolických přeměnách ellipticinu. Jeho tvorba se zvyšuje se 
zvyšující se hodnotou pH inkubační směsi. Tvorba aduktu v DNA byla také 
významně zvýšena konjugací 13-hydroxyellipticinu se sulfátem nebo acetátem 
katalyzované sulfotranferázami a N-acetyltransferázami, které byly také nalezeny 
v tkáních cílového účinku ellipticinu (Williams a Phillips, 2000).  Získané výsledky 
naznačují, že metodou vyvinutou v této studii  bude možné připravit dostatečné 
množství deoxyguanosinového aduktu s 13-hydroxyellipticinem pro jeho další 
strukturní charakterizaci.  
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     Objasnění kancerogenního působení o-anisidinu přispělo také k objasnění 
aktivačního metabolizmu 2-nitroanisolu. Oba kancerogeny jsou totiž metabolicky 
aktivovány na stejný proximální kancerogen, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, 
který je zodpovědný za tvorbu aduktů v DNA. Lze říci, že se tak rozšířily poznatky 
přispívající do mozaiky poznání komplexního metabolizmu a kancerogenního 
působení o-anisidinu a jeho oxidačního partnera, 2-nitroanisolu. Tato studie 
přispívá k hodnocení o-anisidinu a 2-nitroanisolu jako potenciálních kancerogenů 
pro člověka. 
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